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摘要 : 【目的 ]doublesex 是 控制 昆虫 性 别 分 化 的 关键 基因 ,决定 了 昆虫 体 细胞 与 生殖 细胞 的 性 别 。 本 研究 旨 在 克 
隆 ,鉴定 重要 疙 疾 媒介 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae 性 别 决定 基因 doublesex( Angdsx) ,分 析 其 在 雌雄 个 体内 的 剪 切 
体 及 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 模式 。[ 方 法 ] 基 于 冈比亚 按 蚊 转录 组 数据 库 , 比 对 到 4ngdsx 相关 片段 ,分 别 以 肉 雄 成 
蚊 cDNA 为 模板 ,采用 RT-PCR 与 RACE 方法 克隆 分 别 获得 雌雄 个 体内 Angdsx 全 长 基因 ,利用 生物 信息 软件 对 所 得 
序列 进行 结构 域 预测 、 氨 基 酸 序列 比 对 和 进化 树 分 析 。 根 据 4ngdsx 特异 性 表达 引物 ,利用 RT-PCR 方法 研究 其 在 
冈比亚 按 蚊 肉 雄 个 体 及 不 同 发 育 时 期 的 表达 谱 。【 结 果 】 分 别 从 冈比亚 按 蚊 雌 雄 成虫 中 克隆 获得 Angdsx cDNA 全 
长 序列 ,分 别 命名 为 4ngdsx“ ( GenBank 登录 号 :KM978937) 和 Angdsx™ ( GenBank 登录 号 :KM978938 ) , Angdsx 位 于 
2 号 常 染色 体 右 臂 , 基 因 横 跨 接 近 80 kb 基因 组 长 度 。Angdsx” 长 度 为 4 874 mt, 编码 长 度 为 265 个 氨基 酸 的 雌性 特 
异性 蛋白 DSX" ;Angdsx" 长 度 为 3 183 mt, 编码 长 度 为 633 个 氨基 酸 的 雄性 特异 性 蛋白 DSX™ 。 结 构 域 分 析 发 现 
Angdsx 包括 doublesex 保守 的 TRA/TRA-2 结合 位 点 .dsx 重复 序列 、 富 含 精 氮 酸 / 丝 氮 酸 双 肽 区 、 多 聚 味 叭 增强 子 序 
列 和 RNA 结合 蛋白 结合 序列 ,以 及 连续 的 双核 苷 酸 GT 为 主 的 重复 序列 。 与 Angdsx" FALL, Angdsx" 具有 一 个 雌性 
特异 性 的 外 显 子 。Angdsx” 在 0 -2 h 卵 中 高 表达 ,随后 逐渐 减少 ,在 12 -24 h 卵 中 降 至 最 低 ,之 后 再 次 升 高 ; 
Angdsx” 则 在 6 -8 h 卵 中 开始 表达 。[【 结论 ] 本 研究 获得 了 冈比亚 按 蚊 性 别 决定 基因 Angdsx 在 上 肉 雄 个 体内 的 全 长 
序列 ,Angdsx 具有 保守 的 结构 域 与 表达 特征 。 本 研究 结果 为 蚊虫 性 别 分 化 的 分 子 机 制 及 将 其 最 终 应 用 于 显 性 致死 
昆虫 施放 技术 进行 蚊 媒 的 防 制 提供 了 理论 基础 。 
关键 词 : ICME; 性 别 决定 基因 ; doublesex; 显 性 致死 昆虫 施放 技术 ; 序列 分 析 ; 表达 谱 
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Abstract: [ Aim] Doublesex (dsx) is a key gene involved in the sex determination system, which 
controls sex determination in the germ line and soma of insects. This study aims to obtain the full-length 
cDNA sequence of dsx from major malaria mosquito Anopheles gambiae, to reveal the sex-specific 
differences in splicing patterns of dsx pre-mRNA, and to determine the expression profiles of dsx in 
different developmental stages. [ Methods) The full-length cDNA of doublesex (Angdsx ) were obtained 
from A. gambiae using RT-PCR and RACE methods. The motif prediction, multiple alignments of amino 
acid sequences and phylogenetic analysis were conducted by corresponding bioinformatics softwares. RT- 
PCR analysis was performed to analyze its sex-specific and development-specific expression profiles. 
[ Results] The full-length cDNA sequences of Angdsx were cloned from female and male adults of A. 
gambiae, and named Angdsx” (GenBank accession no. KM978938) and Angdsx” ( GenBank accession 
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no. KM978937), respectively. Angdsx covers an 80 kb genome region on chromosome 2R. Angdsx" and 
Angdsx™ are 4 874 nt and 3 183 nt in length, encoding 265 and 633 amino acids, respectively. Besides 
the conserved motifs including TRA/TRA-2 binding site, dsx repeat elements (dsxREs) , arginine-serine 
rich protein, purine-rich enhancer and RNA-binding proteins target sequences, the GT repeat motifs were 
also indentified in Angdsx by meme program. Compared with Angdsx” , Angdsx" contains an extra female 
specific exon. RT-qPCR analysis displayed that the expression level of Angdsx” was higher in 0 -2 h 
embryo and then declined, but increased from 12 - 24 h embryo again, while that of Angdsx" raised from 
6-8 h. [Conclusion] The full-length Angdsx gene was isolated and identified from A. gambiae, which 
shows conservation of functional domains and sex-specific splicing. This study contributes to understanding 
the sex differentiation in mosquitoes and may facilitate the application of transgenic mosquitoes based 
release of insects carrying a dominant lethal (RIDL) technology on vector control. 


Key words; Anonpheles gambiae; sex-determining gene; doublesex; release of insects carrying a 


dominant lethal (RIDL) ; sequence analysis; expression profile 








昆虫 的 性 别 决 定 是 由 复杂 的 基因 调控 网 络 控制 
的 ,尽管 不 同 种 类 的 昆虫 性 别 决定 网 络 的 起 始 信和 号 
大 相 径 庭 , 但 该 网 络 底 部 的 基因 却 是 相对 保守 的 。 
例如 ,性 别 决定 网 络 中 核心 调控 基因 (master switch 
gene) doublesex ( dsx ) 就 几乎 在 所 有 的 昆虫 中 被 发 
现 , 该 基因 主要 在 体 细胞 内 行使 决定 体 细胞 性 别 的 
功能 (Shukla and Nagaraju, 2010) ,还 可 调控 中 枢 神 
经 相关 基因 fruitlesss, 进而 调节 性 行为 (Von 
Philipsborn et al., 2014), dss 最 早 于 黑 腹 果 蝇 
Drosophila melanogaster 中 被 鉴定 ( Baker and 
Wolfner, 1988) ,该 种 蛋白 具有 两 种 特征 性 的 结构 域 
(domain) : DNA 结合 域 (DNA-binding domain, DM 
or OD1) 与 二 聚 化 结构 域 ( dimerization domain, 
0D2)。 其 中 ,DM 结构 域 可 见于 多 种 DM 超 家 族 成 
员 中 ,包括 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans mab- 
3( male abnormal 3 ) 基因 (Inoue and Nishida, 2010) 
5# HE oh W DMRT ( double-sex and mab3-relatated 
transcription factor ) (Zarkower, 2013 ) 基因 ,这 些 基 
均 参 与 性 别 决定 调控 ,但 是 0D2 结构 域 却 为 昆虫 的 
dsx 所 特有 (Sobrinho and De Brito, 2012), 。 此 外 昆 
虫 dsx 还 具有 一 些 共同 特征 结构 域 ,例如 其 序列 中 
具有 Transformer/Transformer 2 复合 体 结合 的 剪接 
增强 子 元 件 (splice enhancer elements ) dsxREs , PAZ 
酸 富 集 的 增强 子 区 (purine-rich enhancer, PRE) , 同 
时 位 于 雌性 特异 性 的 外 显 子 内 ,还 具有 一 个 虚弱 剪 
接受 体位 点 (splice acceptor site, SA) 。 

目前 ,在 昆虫 纲 中 ,归属 于 双 翅 目 (Diptera) 、 鳞 
$ H (Lepidoptera ) JRH H ( Hymenoptera ) Fil #44 H 
( Coleoptera ) 的 多 种 成 员 的 dsx 基因 都 已 获得 克隆 
鉴定 ( Geuverink and Beukeboom, 2014)。 通 过 对 已 
MER dsx 的 分 析 发 现 ,dsx 在 昆虫 不 同性 别 个 体 中 
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具有 不 同 的 转录 后 剪 切 方 式 ,在 雌性 内 具有 额外 的 
1~2 个 外 显 子 ,在 雄性 体内 可 通过 可 变 剪接 
(alternative spilicing ) 越过 相应 外 显 子 ,最 终 形成 雌 、 
雄 特 异性 的 成 熟 mRNA, 即 功能 性 的 female dsx 
(dsx") 45 male dsx (dsx") ,二 者 最 终 决 定 体 细胞 性 
别 。 但 是 对 于 非 昆虫 物种 的 wx 同 源 基因 ,即便 是 
与 昆虫 进化 距离 最 近 的 物种 水 重 , 也 没有 发 现 有 类 
似 的 性 别 特异 性 可 变 剪 切 的 调控 方式 ,但 是 对 于 一 
些 比 较 原始 的 昆虫 种 类 ,其 dsx 也 具有 可 变 剪接 的 
特性 。 因 此 推断 dsx 的 性 别 特异 性 可 变 剪 接 是 在 早 
期 昆虫 即 进化 得 到 的 (Kato et al., 2011), 

在 双 翅 目 蚊 科 (Culicidae) 中 ,dsx 在 冈比亚 按 蚁 
Anopheles gambiae 与 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 中 已 有 报 
道 (Scali et al., 2005; Salvemini et al., 2011) 。 我 们 为 
了 人 研究 冈比亚 按 蚊 dsx GEL (An. gambiae doublesex , 
4ngdsx) 的 雌雄 和 剪 切 体 功能 ,对 其 进行 RT-PCR 后 部 
分 测序 发 现 , 获 得 的 基因 序列 与 公布 的 的 冈比亚 按 蚊 
基因 组 以 及 转录 组 序列 (Nene et al., 2007) 一 致 性 为 
99% 以 上 ,而 与 Scali 等 (2005 ) 报道 的 雌 、 雄 剪 形式 
( GenBank 登录 号 分 别 为 : DQ137802 和 DQ137801 ) 
的 序列 一 致 性 仅 为 83% 。 而 Scali 等 (2005 ) 报 道 的 内 
比 亚 按 凡 doublesex 经 比 对 发 现 与 本 研究 团队 刚 发 布 
的 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi 的 基因 组 (Jiang et al., 
2014) 及 转录 组 序列 一 致 性 达到 97% , 因此 我 们 重新 
分 离 鉴定 了 Angdsx ,并 对 肉 、 雄 成 蚊 中 的 性 别 特异 性 
剪辑 形式 进行 了 分 析 。 




































































1 材料 和 方法 


1.1 蚊 株 与 饲养 
站 比 亚 按 蚊 为 美国 弗吉尼亚 理工 大 学 保 种 G3 
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Pe FDC MWC te] FE AS in EE 25 ~ 27Y , 相对 湿度 为 
70% ~ 80% ,日 光 灯 照射 时 间 为 每 日 12 h, 成 蚊 饲 
10% 和 葡萄糖 水。 幼虫 饲养 于 脱毛 自来水 ,水 温 25 ~ 
27°C , 喂 饲 免 肝 粉 .酵母 粉 1:2(m/m) 混合 物 。 
1.2 Angdsx 的 克隆 策略 

以 埃及 伊 蚊 dsx 基因 Aaedsx 的 雌性 特异 性 和 蛋白 
(GenBank 登录 号 : ACY78700 ) 为 查询 序列 ,对 冈 比 
亚 按 蚊 转 录 组 (www. vectbase. com) 进行 tBlastN [F] 
源 性 比 对 , 比 对 结果 E-value < le “为 有 意义 。 
1.3 RNA 的 提取 与 cDNA 合成 

分 别 收集 上 肉 蚊 产 出 后 0 -2, 2 -4,4-6,6-8， 
8 -12, 12 -24 和 24 -48 h 蚊 卵 ;1 -2 龄 幼虫 ;3 -4 
龄 幼虫 ; 晴 ; 未 交配 雌 成 蚊 ( 羽化 后 2 d) ;未 交配 雄 
成 蚊 ( 羽 化 后 2 d) 。 使 用 TRIzol@ Reagent (美国 
Invitrogen 公司 ) 提 取 各 阶段 样品 总 RNA。 其 中 卵 、 
幼虫 和 晴 阶 段 样 品 为 肉 雄 混合 样品 ,为 减少 雌雄 比 
例 差 异 ,我 们 分 别 扩大 了 提取 样品 个 体 数 目 卵 均 为 
200 枚 ,幼虫 与 晴 均 为 100 头 , 成 虫 为 50 头 。 各 样 
品 总 RNA 经 NanoDrop ND-1000( 美 国 NanoDrop 公 
司 ) 定 量 检测 后 ,以 RNA TURBO DNA-free™ Kit ( 美 
Ambion 公司 ) 移 除 样品 残存 基因 组 DNA ,方法 见 
试剂 盒 说 明 。 使 用 RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit ( 美国 Thermo Scientific 公司 ) 进行 
cDNA 第 一 链 合成 ,产物 于 -20% 保存 。 
14 全 长 基因 的 获得 

分 别 设计 4 对 引物 AngdsxFl - 4 与 
AngdsxR1 -4, 进 行 RT-PCR ,以 获得 CDS 序列 , 相 邻 
产物 相互 重 共 (图 1)。 以 RACE 法 获得 目的 基因 的 
UTR 区 全 长 ,试剂 盒 选 用 SMARTer™ RACE cDNA 
Amplification Kit( 美国 Clontech 公司 ) ,引物 设计 遵 
从 试剂 盒 说 明 设 计 原 则 , 其 中 AngSUTRI, 
Ang5UTR2 ,Ang3UTR1 和 Ang3UTR2 分 别 为 RACE 
反应 5'UTR 区 与 3'UTR KARAS Ob S| AH 
增 10 个 循环 后 , 取 产 物 1 pL 为 模板 以 内 引物 为 引 
物 行 降落 PCR (touchdown PCR)。 以 上 引物 序列 及 
反应 循环 参数 见 表 1。 反 应 结束 后 经 1% 琼脂 糖 凝 
胶 电泳 检测 PCR 产物 , 成功 后 进行 纯化 ,并 与 
pGEM-T Easy Vector 载体 连接 。 连 接 产 物 转 化 E. 
coli DH5a 菌落 在 含有 氮 东 青霉素 的 固体 平板 上 进 
行 抗 性 筛选 ,对 阳性 克隆 菌株 进行 酶 切 和 PCR 鉴 
定 , 将 连接 正确 的 重组 质粒 由 广州 英 伟 创 津 公司 完 
成 测序 工作 。 将 上 述 克隆 得 到 的 目的 片段 测序 鉴定 
正确 后 进行 序列 拼接 得 到 基因 的 全 序列 。 







































































1.5 ”多重 序列 比 对 

多 重 氨 基 酸 序列 比 对 使 用 Clustal X ( Version. 
2.0) 软 件 进行 , 比 对 参数 : 空位 开放 ( gap opening ) 
10 ,空位 延伸 (gap extension )0. 2 ,延迟 趋 异 序 30% , 
蛋白 质 加 权 和 矩阵 Gonnet, 
1.6 系统 发 育 树 分 析 

我 们 主要 选取 不 同 种 类 昆虫 DSX 和 蛋白 同系 物 
的 ODL 与 0D2 区 域 氨基 酸 序列 来 建立 进化 树 , 双 
翅 目 昆虫 包括 墨 腹 果 蝇 D. melanogaster ( GenBank 
登录 号 : ABK30895 ) 、 地 中 海 实 蝇 Ceratitis capitata 
(GenBank 登录 号 : AAN63598 ) , EE - 24 R SE hg 
Bactrocera tryoni (GenBank 登录 号 : AAB99947) 、 番 
石榴 果实 晶 Bactrocera correcta (GenBank 登录 号 : 
ACN73403 ), Æ Fy Æ Æ b Bactrocera 
(GenBank 登录 号 : AAV85891). fit BE HE X WR 
Bactrocera oleae (GenBank 登录 号 : CAD67986 ) , 
石榴 按 实 晶 Anastrepha bistrigata (GenBank 登录 号 : 
ABF50960 ) I 色 SE bẹ Anastrepha 
(GenBank 登录 号 : ABFS0957 ) | FR Iz JE GK FX SE h 
Anastrepha amita ( GenBank 登录 号 : ABF50961 ) 、 南 
FEF X ha Anastrepha fraterculus (GenBank 登录 号 : 
ABF50955) 、 埃 及 伊 蚊 Ae. aegypti (GenBank 登录 
号 : ABD96571) , 2 È FE BC Culex quinquefasciatus 
(GenBank 登录 号 : XM_001845636 ) 斯 氏 按 蚊 An. 
stephensi( GenBank 登录 号 : KP257287) X] EE Hee Be 
An. gambiae( GenBank 登录 号 :KM978937 ) „Scali 等 
(2005 ) 报 道 的 冈比亚 按 蚊 An. gambiae( GenBank 登 
录 号 : DQ137802 ) , A t® Musca domestica ( GenBank 
登录 号 : AAR23812 )、 铜 绿 WA Lucilia cuprina 
(GenBank 登录 号 : ADG37649 ) Xe IH JE Fe 2% tE 
Megaselia scalaris (GenBank 登录 号 : AAK38831 ) 。 
PALF WR FF AJ) (EJH Clustal-W 多 重 比 对 后 , 利用 
MEGA4 Package 软件 以 使 用 邻接 法 ( neighbor- 
joining, NJ) 进行 分 子 聚 类 分 析 , Bootstrap JEP HAG 
果 可 信和 度 (1 000 KEZ). DA ER HEREZE 
Bombyx mori( GenBank 登录 号 : NM_001043406 ) 和 
PA bk 4 BE RE Danaus plexippus ( GenBank 登录 号 : 
EY269445 ) 为 外 群 (outgroup) 进行 分 析 。 
1.7 Angdsx 在 瞧 雄 成 蚊 中 的 可 变 剪 切 形式 与 不 同 
发 育 阶 段 的 表达 水 平 

以 AngdsxF2 与 AngdsxR3 为 引物 扩 增 冈比亚 按 
蚊 雌 雄 成 蚊 cDNA , 以 鉴定 Angdsx 在 雌雄 成 蚊 中 的 
可 变 剪 切 形式 ,引物 序列 与 参数 见 表 1。 设计 
Angdsx" (引物 :AngdsxF , Angdsx"R ) 和 Angdsx™ (5| 
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物 :Angdsx"F、Angdsx"R) 基因 特异 性 引物 ,以 不 同 
发 育 阶 段 CDNA 为 模板 ,以 冈比亚 按 蚊 核糖 体 蛋 白 
S7 基因 Ang-Rps7 ( GenBank 登录 号 :XM_318643.2) 
(引物 :AngRps7L、AngRps7R ) 为 内 参照 进行 qPCR, 
反应 采用 2 xTaqMan Gene Expression Master Mix 与 
TaqMan Gene Expression Assay 试剂 盒 (美国 Ambion 
公司 ) ,反应 体系 为 20 kL。 反 应 在 ABI 7300 Real- 





time PCR 仪 上 进行 ,每 个 实验 设 3 次 重复 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

实验 结果 均 以 平均 值 + 标准 差 , 相 对 表达 量 的 
计算 采 2-*%" 法 ,根据 数据 作 柱 形 图 。 采 用 SPSS 
13.0 统计 学 软件 方差 分 析 (ANOVA ) 来 进行 数据 的 
统计 分 析 , 采 用 LSD 法 进行 多 重 比较 检验 ,显著 性 
检验 水 平 P<0.05。 








表 1 冈比亚 按 蚊 Angdsx 基因 克隆 与 表达 检测 参数 与 引物 信息 


Table 1 Primers and programs for gene cloning and expression detection of Angdsx in Anonpheles gambiae 














引物 名 称 引物 序列 (5' -3') 退火 温度 与 循环 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Annealing temperature and cycles Primer usage 
AngdsxF1 CCGGTAGCTAACATTCACATACCAAGC eee ah 
AngdsxR1 ACACCCACATACAAAGATACGGACA á 
AngdsxF2 TGGATGATAAACTTTCCGCACCACT EN 
AngdsxR2 ACAATTGCACACCATCGGTACAGG 3 特异 片段 克隆 
AngdsxF3 TGAACCTTGTCCGCGCCACCGTAG Bae 30 Fragment cloning 
AngdsxR3 TTTTACTCCGCCGCACCGACT i 
AngdsxF4 CAGCCACTCGAAACGGTACCAC sed 0 
AngdsxR4 AGCGAATTTTCCACCGCACTC 
Ang5UTR1 CGTCCGTGCGCGAATCGTACCCG Beas 
AngSUTR2 CGGGTTCAGCGAGTTGTTGCACG i 5' 端 和 3' 端 扩 增 
Ang3 UTR1 GCCGCTGCAGCTGCCCCACGTCG 5’ end and 3’ end amplification 
Ang3UTR2 TGCCGTCCAGTCTGTATCCGTCCG 0 C85 
AngRps7L GGCGATCATCATCTACGTGC 61C, 40 
AngRps7R GTAGCTGCTGCAAACTTCGG 
Angdsx" F AAGCGAAGGAGTAATAGAG eee. 表达 分 析 
Angdsx” R ATGGTTGGAAGGTTGATT 4 Expression analysis 
Angdsx™ F CTGATGTACGTCATACTG ee 
Angdsx“R TICGTAGGTCTTAATGTG ; 
mRNA 组 由 5 个 外 显 子 构成 ,长 度 为 3 183 nt, 编码 
2 结果 长 度 为 633 个 氨基 酸 的 雄性 特异 性 蛋白 DSX™ (图 


2.1 Angdsx 的 鉴定 与 分 子 结构 特点 

分 别 以 雌雄 成 蚊 cDNA 为 模板 ,使 用 4 对 引物 
的 RT-PCR 与 3' 和 5 RACE 方法 对 Angdsx 全 序列 
进行 克隆 鉴定 , 我 们 分 别 获得 上 肉 性 4ngdsx 
(GenBank 登录 号 :KM978937 ) 和 雄性 成 蚊 Angdsx™ 
cDNA 序列 全 长 (GenBank 登录 号 :KM978938 ) 。 通 
过 与 冈比亚 按 蚊 基因 组 ( GenBank 登录 号 : GCA_ 
000349085. 1 ) 比 对 ,得 到 Angdsx* 二 Angdsx" 相应 外 
显 子 、 内 含 子 数目 .分布 以 及 上 肉 雄 特异 性 外 显 子 等 信 
息 。Angdsx 基因 位 于 2 号 常 染色 体 右 辟 ,基因 横 跨 
接近 80 kb 基因 组 长 度 。Angdsx” mRNA 组 由 6 个 
外 显 子 构成 ,其 中 第 4 个 外 显 子 为 肉 性 特异 性 外 显 
子 , 长 度 为 4 874 nt, 编码 长 度 为 265 个 氨基 酸 的 峻 
性 特异 性 蛋白 DSX ,起 始 密码 子 位 于 第 1 个 外 显 
子 ,终止 密码 子 位 于 第 4 个 外 显 子 。Angdsx” 基因 













































































1), Angdsx” 与 Angdsx” 基因 拥有 相同 的 起 始 密码 
子 , 但 是 编码 长 度 过 然 的 蛋白 。 我 们 使 用 了 Clustal 
X2.0 对 本 实验 中 获得 的 Angdsx” 的 编码 序列 
(coding sequence，CDS) 与 网 比 亚 按 蚊 基 因 组 ,Scali 
等 (2005) 报道 的 Angdsx" (GenBank 登录 号 : 
DQ137802)CDS, 斯 民 按 蚊 肉 性 doublesex 基因 (An. 
stephensi female specific doublesex , Ansdsx" ) (未 公开 
数据 ) (GenBank 登录 号 :KP257287 ) CDS ,斯 氏 按 蚊 
基因 组 (GenBank 登录 号 :ALPR00000000 ) 进行 多 重 
核 苷 酸 序列 比 。 结 果 显 示 Scali 等 (2005 ) 报道 的 序 
列 的 与 冈比亚 按 蚊 基因 组 序列 一 致 性 仅 为 853% ,与 
斯 氏 按 蚊 基因 组 和 4nsdsx” 序列 一 致 性 高 达 98% , 
部 分 比 对 序列 见 图 2。 
2.2 Angdsx 的 结构 域 预测 

我 们 在 Angdsx 中 发 现 了 昆虫 dsx 保守 的 结构 域 
包括 :(1) TRA/TRA-2 结合 位 点 (TRA/TRA-2 binding 
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ATG Angdsx 2 


AngdsxR2 AngdsxF4 AngdsxR4 


TGA 


AngdsxF1 AngdsxR1 AngdsxF3 AngdsxR3 
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En tt baa 





图 1 





Fig. 1 


KI EG FE Angdsx 基因 结构 


Exon/intron organization of Angdsx in Anonpheles gambiae 








FETE AID PRAY, REKNE T EJER EB A E i FG K , DR TB a A Bhd OX 5 SK JT as Hg EEA BE EIT S| AM AE Exons are 


shown as boxes where black boxes represent untranslated regions and gray boxes represent coding regions. Exons and introns are shown not in scale. 





Primers used in RT-PCR experiments are indicated as horizontal arrows. 


k kk RK 


Ansdsx (KP257286) 2003 
Angdsx (DQ137802) 2744 
Anonpheles stephensi Genome 100421 
Angdsx (KM978938) 2650 
Anonpheles gambiae Genome 2R:48713623 


A SDA-500 strain supercontig: 
GCA_000349045 :KB664671 





图 2 
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站 比 亚 按 蚊 与 斯 氏 按 蚊 doublesex Be FFE DN F IA E RFI E E LEY Ba Pw ) 


Fig. 2 Multiple alignment of nucleotide sequences of doublesex from Anonpheles gambiae and 


An. stephensi and other mosquitoes ( partial sequences ) 
* ; 一 致 性 为 100% (100% identity). 


site) 或 dsx 重复 序列 (dsx repeat element, dsxRE) , 
该 序列 一 般 包 括 13 个 核 苷 酸 :TCCTZA) (T/A) 
CAATCAACA ,通常 被 认为 是 TRA/TRA-2 与 一 些 富 
含 精 氮 酸 /丝氨酸 双 肽 (arginine-serine rich protein, 
RS rich protein) 所 组 成 的 蛋白 复合 体 的 结合 区 域 ， 
一 般 主 要 分 布 在 雌性 特异 性 内 含 子 及 其 周围 参与 败 
性 特异 性 的 可 变 剪接 (Lagos et al., 2005), (2) 多 
REH F (purine-rich enhancer, PRE) 序列 ,该 
序列 也 被 认为 参与 到 可 变 剪接 过 程 (Heinrichs and 
Baker, 1995), (3) RNA 结合 和 蛋白 丢 序 列 (RNA- 
binding proteins target RBPI target 
sequences) ,RBP1 是 一 种 非 性 别 特异 性 的 拼接 
子 , 可 以 结合 到 dsx 的 RBP1 target sequences 激活 性 
别 特异 性 剪接 。 目 前 已 知 的 主要 包括 两 种 类 型 : 
Type A: DCADCTTTA; Type B: ATCYNNA (Qi et 
al., 2007) (M=A/C, R=A/G, Y=C/T, W=A/T, 
S=C/G, K=G/T, N=A/T/C/G, D=A/G/T), 
(4) 内 含 子 沉默 序列 (intronic splicing silencer, ISS) 
其 序列 主要 为 CAACR。 该 序列 发 现 于 黑 腹 果 蝇 的 
tra2 基因 的 MI 内 含 子 内 ,可 特异 性 与 自身 蛋白 相 
结合 ,从 而 抑制 自身 的 正常 的 剪 切 ,抑制 功能 性 蛋白 








sequences, 





的 生成 ,起 到 对 自身 表达 的 反 式 调控 。 但 是 在 一 些 
昆虫 的 dsx 中 也 发 现 该 调控 序列 ( Qi et al., 2007) 。 
(5) 此 外 在 蜂 类 的 wx 中 也 发 现 的 一 种 保守 的 8 nt 
的 重复 序列 (nasonia/apis repeat element):(T/G) 
GAAGAT( T/A) ,该 序列 也 被 认为 是 一 种 潜在 的 
TRA/TRA-2 结合 位 点 (Verhulst et al., 2010) (图 3: 
B) ,我 们 在 Angdsx 的 肉 性 上 下 游 分 别 寻 找到 了 相应 
的 结构 域 ( 图 3: A) 。 此 外 我 们 还 通过 在 线 motif 预 
测 工 具 meme (http ://meme. nber. net/meme/ ) 分 析 
了 包括 黑 腹 果 晶 、 埃 及 伊 蚊 、 致 倦 库 收 等 dsx 序列 ， 
发 现 了 一 个 新 的 结构 域 ,该 结构 域 主要 以 连续 的 双 
IZ ETR CT 重复 为 主 ( GT repeats)。 
2.3 Angdsx 编码 蛋白 与 其 他 物种 同 源 蛋白 的 比较 
Angdsx 编码 的 DSX 蛋白 ,包括 雄性 的 DSX” 与 
雄性 的 DSX" ,其 中 二 者 N 末端 236 个 氨基 酸 为 共有 
序列 ,DSX 蛋白 C 末端 29 个 氨基 酸 为 雌性 特异 性 ， 
是 上 肉 性 特异 性 内 含 子 编码 的 序列 ,DSX” 蛋白 CFR 
端 397 个 氨基 酸 为 雄性 特异 性 。 通 过 比较 与 
AeaDSX 和 DmDSX 和 蛋白 比较 ,我 们 发 现 AngDSX E 
有 保守 的 ODI 与 0D2 结构 域 ,这 2 个 结构 域 主要 参 
与 DNA 与 蛋白 质 的 相互 作用 ,其 中 0D1 位 于 肉 雄 
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cr Ws > 


ACGACGAGCTAGTGAAGCGAGCCCAATGGCTGTTGGAGAAACTCGGCTACCCGTGGGAGATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTGAAGAGCGCCGATGGC 
GATGTACAAAAAGCACACCAGCGGATCGACGAAGGTAAGCTGGCGATGATGGTGTCGTTCGACATCACTTTCATCACCGTGTCAGACATCTACTGTGCCTA 
GCACCGGGTCCAGTGGTCACAGGGTGTAGCAAAAACGTGTTCTTTTTTGCGAGAGACTCTACCTCATGATGCAGCTGTTAAGGAAAGGTTTCAGATGAAGG 
CAATTTTTCCTAGGATAAGATGARGEDAAGT TACCTGCGTATTAGTGITTAACATTGTCGTCTCAACTCC TGTTTTAATCGTCTAGGGCTAGTTT 
ATTTATACTGTTCTCATTGAAATGTCGT TCAATCCAACATGTTAAGTTAGCTAGCTCAGACACGAGAAGT TAGGAGTAMGMGGATCTTGAAGGTAGCGGCA 
TATGGTGT TATGCCACGTTCACTGACTTCAAAATTCGATACAAAAAAAAAACCAAAACAT CAAAAACCAAATTGTGAATT CCGTCAGCCAGCAGCAGTGAC 
CTTCAAAGCCTTACCTTTCCATTCATITATGTTTAACACAGGTCAAGCGGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCATAATCTGAACATGTTTGATGGCGTGG 
AGTTGCGCAATACCACCCGTCAGAGTGGATGATAAACTTTCCGCACCACTGTAACTGTCCGTATCTTIGTATGTG TTGGTGAAA 
CGAATTCAATAGTTCTGTGCTATTTTAAATCAAGCCGCGTGCGCAACTGATGCCGATAAGTTCAAACTAGTGTT TAAGGAGT GGAGCGAGAGAGCCGCACC 
ACGGTACAGAAGGGCAGCAGAATGGGTCGGCAGCCTAGCTGCACTGGTGCGGTGCGTCCGGCATCTCGGGGAGAGGGCGGGGAAATTCTAGTGTTAAATCG 
GAGCAGCAAAAACAAAACAGTGGTCGTCCCGTT| CGGCCTATACACACACAGAAAACACTGCAGCATGTTTGTACATAGTAGATCCTAGAGCAGG 
TGGTCGCTGCTCCTCGAACGCTCTGGACGCACGACTTTGCGCGTACTTGCGTAGCGTTCCGCCGATCGTGGGTATTCGTACTGCCACAAGCCCGCTTTCTC 
CCATGCAATC iCKACAAACAACAACAAAAAACCAATCGACACAATGAATCACACCCCTTTTGTATCATCIGPATATTTCTIGITCTTTG 
CGTTCTTTTCTATGTGGCCCACGCCCCGGCGGGTACGTAAT TGCGTCGARAACCCCGARAACCCCGGCACATACAGTGTACATACGGTTTGAGGACAACTT 
TGACCTGCAGCCCTTCTGGGGTTGCCACGTGTAGCTATACTTGTGAGATCGGGCGCCGACGGTGTAAAGCGCGAATGGCCGCCACACAGTGTGTCCACTCC 
AACACTACCCCTCTGGAACTACCCCGTCCAGGGATGCACCGGCTCGGCTCATGCCCCTGCAAAACAGTCCGGGCTCCACTGTAGTAGCTCCGGCGTTGCTC 
TGAGAGAAGGATGCCCTTCGAAGTGTCGAAAGCGTGCATTGGGCGTTC. ‘AGGTTTAGCGAGAAACAGCAGCAGTTIGCGTGTGC 
TGAAAAGCGAAGGAGTAATAGAGTGCATAA CTGTGTTCCACTAGTAGCGAA 
TAGTTTAGTCTAGT THOSTOAGCARTOARGCTTCC. TACCTGAGTCAACATCGTCATCGTTATCGTGCCAGAACTTTATTARAAA 
TGAACCTTGTCCGCGCCACCGTAGGGTGATCTGAGACGACCTT TCT TACGGGCGCGACCCACATGCCATCGTCACCT CRRCRGCCTG 
GGCGAGAGAGAGATAGATCGAGATCGAGAGTACAAAAGAGCA 
ACTGCGTACA 


B 


TACCGATGGTGTGCAATT ES EEA 
GTAGAAATGTTCGTTGTTTGTTTTCCGTAACACAGTTGTTTAGCCAAAATGGGAATTTCCAATAATCCC 

CACATAGATCARTOARAAAGAAAAATCCTTGCGCTACATCACTACCGTTTGCGCGGTGCTGATORAGAGCAGACCACTTTCCACGCCAC 
CAATCTGTGCAGAAGGTATGGTAAGACGGCCTT TGAGCGAGTCACGGTCGCCACCATAACGCCGTCCGACGAGGGCTGAATGCGAACTITGCTAATCGATT 
TICCGCTTTCTITTTATCCCACCTCCTTTTCTCTCCCTCTCTCTCTITTGCACTGCCCCTTGTAACCCCCAAAAAGGTAAACGACACATTAAGACCTACGA 





AGCGCTGGTGAAGTCATCGCTCGATCGGAACAGCGACCGGCTGACGGAAGACGACGACGAGGACGAGAACATCTCGGTGACCCGCACCAACTCCACCATTC 
GGTCGAGGTCCAGCTCGCTGTCGCGGTCCCGGTCCTGCTCGCGCCAGGCCGARACTCCCCGGGCCGACGATCGGGCCCTGAACCTTGACACCAAATTCAAA 
CCATCCGCCAGCAGCAGCAGCACCGGCT GCGATCGGGACGACGGTGACTGCGGCGCGTTCGACGACAGTGCCTCGGTGGTGCGGGGGCACGGGCGGACGGC 
CCACAGCACCGGTAGCAGGGGCCGCAGCCACTCGAAACGGTACCACACCCTCCCGGCCGAGCACATCGGGAGCCACATGGCGGCCGCCCAGAGTCGATCGC 
CCGCCCCGGACGACGAGCCGGTGGTGTCGGTGICCGTGTACGAGAGCCTGGTCGAAGCGGCCAGCAAAAAGACGCGCACCTTCAGCCCGCTCCGGGGGGAG 
GCM cca raccecaccGAAAGCATCGCCCCACGACGAGCGGGACGAGCCGACCCCGGCCCAGCCCTACGAAGCG: 


Legend Tra/Tra-2bindingsite PRE RBP‘targetsequences Mi EGG E 


图 3 冈比亚 按 蚊 Angdsx 主要 结构 域 预测 
Fig. 3 The predicted motifs of Angdsx in Anonpheles gambiae 





As meme KFT OST Pa I , KZA E BE V E Be AY) WARK EF WR GT 重复 为 主 The predicted GT repeat motifs in Angdsx by meme program. B: 
Angdsx 主要 结构 域 预 测 ,黑色 字母 代表 基因 外 显 子 区 域 ,红色 字母 代表 内 含 子 区域 , 不 同 背 景 颜色 的 区 域 对 应 相 结构 域 The distribution of the 


predicted motifs in the sex-specifically spliced region of Angdsx is reported. Red letters indicate intron regions. Black letters indicate the exons. The text 











with different background color indicates various types of motifs. 


DSX 共同 区 域 , 包 含 非 典型 的 锌 指 结构 (atypical 
zinc-finger domain) ; 而 OD2 跨 共 同 区 与 雌性 特异 的 
蛋白 区 (图 4: A)。 连 接 0D1 与 0D2 的 区 域 在 2 种 
蚊 之 间 相 对 保守 ,但 是 与 黑 腹 果 蝇 相 比 却 差 异 比较 
大 ,这 个 区 域 主要 富 含 组 氨 酸 、 甘 氨 酸 与 内 氨 酸 。 在 
雌性 DSX 的 C 末端 氨基 酸 保守 性 很 高 (图 4: B), 
但 是 相对 于 雄性 DSX 不 同 昆虫 之 间 相 比 差异 度 很 
高 (图 4: C)。 
2.4 Angdsx 系统 发 育 树 特点 

由 于 昆虫 DSX 的 ODI 与 0D2 区 相对 保守 ,我 
们 主要 通过 将 不 同 种 类 昆虫 的 DSX 编码 0D1 与 
OD2 区 核 苷 酸 挑 选 出 来 ,基因 序列 拼接 后 进行 相应 
的 分 子 进 化 分 析 。 图 5 显示 ,包括 斯 氏 按 蚊 IRR 
蚊 、 致 倦 库 蚊 与 冈比亚 按 蚊 在 内 的 所 有 双 翅 目 成 员 
聚 成 一 个 亚 文 。 在 此 亚 支 内 , 数 类 分 为 一 支 , 其 他 双 
翅 目 昆虫 聚 为 另外 一 分 支 。 而 鳞 翅 目 昆 虫 作 为 外 群 














在 进化 树 底 端 形成 独立 的 分 支 。 双 翅 目 成 员 中 晶 类 
与 蚊 科 距离 较 远 ,不 同 种 晶 类 进化 距离 较 近 。DSX 
的 分 子 进化 特点 与 另 一 性 别 决定 蛋白 TRA2 进化 树 
形态 极 相 似 ( 刘 培 文 等 ,2013 ) 。 此 外 Scali 等 
(2005) 报道 的 Angdsx 与 斯 氏 按 蚊 Ansdsx 聚 为 一 支 。 
2.5 Angdsx 的 表达 特点 

我 们 首先 以 跨 外 显 子 引物 AngdsxF2 与 
AngdsxR3 为 引物 (引物 位 置 见 图 1 ) ,分 别 扩 增 冈 比 
亚 按 蚊 雌雄 成 蚊 cDNA ,结果 显示 使 用 相同 引物 ,由 
于 雌性 4ngdsx” 具 有 额外 的 雌性 特异 性 外 显 子 ， 
PCR 产物 大 小 具有 差异 (图 6: A)。 同 时 我 们 检测 
T Angdsx” 与 4ngdsx 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 水 平 ， 
我 们 发 现在 早期 胚胎 即 0 -2 h 的 卵 内 就 出 现 了 
Angdsx" 的 表达 ,之 后 表达 量 降低 ,在 12 -24 h SPY 
表达 最 低 ,然后 再 逐渐 升 高 (图 6: B)。 雌 性 的 
Angdsx" 在 6 -8h 的 卵 内 才 开 始 表达 ,明显 偏 后 于 
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A; DSXF 55 DSXM # 


A Common region 


Anonpheles gambiae 1-236 
Aedes aegypti 1-249 
Drosophila melanogaster 1-397 


Anonpheles gambiae. 
Aedes aegypti 


Drosophila melanogaster. 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 


Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae. 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 


Drosophila melanogaster. 


B Female-specific region 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 


237-265 
250-278 


Drosophila melanogaster 399-427 


C Male-specific region 


OD1 
MVSQDRW-TEAMSDS-GYDSRTDGNG-AASSCNNSLNPRTPPNCARCRNHGLKIGLKGHK 
MVSODRW-MVRMSEA-GYDNRADGSG-SSSS---SLNPRTPPNCARCRNHGHKIGLKGHK 
MVSEENWNSDTMSDSDMIDSKNDVCGGASSSSGSSISPRTPPNCARCRNHGLKITLKGHK 


RYCKYRACQCEKCCLTAERQRVMALOTALRRAQTODEQRALNEGEVPPE-PVANIHIPKL 
RYCKYRNCTCEKCCLTAERQRVMALQTALRRAQTQDEQRLLVDGEVPAE-PVHSLQIPKL 
RYCKFRYCTCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQAQDEQRALHMHEVPPANPAATTLLSHH 


SELKDLKHNMIHN--—---------------------------- SQPRS-FDCDSSTGS- 
SDLK----EMIHN------------------------------- SQQRSLIDCDSSTGS- 
HHVAAPAHVHAHHVHAHHAHGGHHSHHGHVLHHQQAAAAAAAAP SAPASHLGGSSTAASS 


一 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 CVSPEP-----VNLLP----------------DDELVKRA 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 SGTPEP-----GNMVPVGPHMRVQHHGPDSGTDDELVKRS. 
a 有 生计 全 SVSVNRKNGANVPLGQDVELDYC 


QWLLEKLGY PWEMMPLMYVILKSADGDVQKAHQRIDEG 
QWLLEKLRY PWEMMPLMYVILKGADGDVNKARQRIDEG 
QKLLEKFRY PWELMPLMYVILKDADANIEEASRRIEEG 


QAVVNEYSRLHNLNMFDGVELRNTTRQSG 
QAVVNEYSRLHNLNMEDGVELRSTTRQSG 
QYVVNEYSROHNLN1IYDGGELRNTTRQCG 


Anonpheles gambiae 236-633 KRHIKTYEALVKSSLDPNSDRLTEDDDEDENISVTRTNSTIRSRSSSLSRSRSCSRQAET 
Aedes aegypti 249-548 -------- YDICCIYFPKRSSRHRHWPDEENISVTRTPSASRSPCADFRTR-—-—-SQSSS 
Drosophila melanogaster 398-572 -----------------------------. ARVEINRTVAQIYYN----------- YYTPM 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 


Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 


Drosophila melanogaster 


Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 
Anonpheles gambiae 
Aedes aegypti 
Drosophila melanogaster 





PRADDRALNLDTKFKPSASSSSTGCDRDDGDCSAFDDSASVVRGHGRTAHSTGSRGRSHS 
PDNNGGALNLDTKSTKATTATTD------------ DEEVMYEKRSPKSIESTELRCR--~ 
ALVNGAPMYLTY PS IEQGRYGAH------------------------------------- 


KRYHTLPAEHTGSHMAAAQSRS PAPDDEPVVSVSVYESLVEAASKKTRTFSPLRGEAEDL 
SSS RES LEEALHSGAAAAAEEPLAGG-------SGSHWKRESFG---STEEIP 


HTARKASPHDERDEPTPAQPYEAYLESVRRSKKCFALKDSEAPGEEPTGYEKEKEPRIPY 
ARPAHSEPEDNGFENGLEAHQSHILHSIHRN--VSPKADLAVPSTSAAAVAEEQ------ 
SSPSGPSAVHNQ-KPSRPGSSNGTVHSAASPTMVTTMATTSST-----------------— 


SLPKSTFERLDLLKKPNGLTFPMYKYSGIEPNNFALPLLLPGLEAVNRTLYSTPFPAQLL 
PAPPKNSEPLNLFKRSH---~------------------ PLPGFEQVPASALAFPFPR--H 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 PTLSRRQRSRSATPTTP--— 


PSSLYPSVSSESTTVPMFHTHFLGYQPPLQLPHVEHFYRKEQQQQQQQQQGLAEPKEPTS 
PAELMQFLLP-—--YPPIFTQFGVHPPPRIYNDEASI YRKD—-----~-~---~-~ LPSD 
------------------------ PPPPPAHSSSNGAYHHG------------------— 


SSSPGSNRLTPPKG-AFFYASAVENSLTAQQAS-IATIH 
SRPPSLSRTSPPEVPSMYHPSRVDPSHSHQSSAPVASIH 
PE HHLVSSTAATXOYRNVAAAVAAAAAAAVLEVDN 

















图 4 KIRN eB FSC A HR DSX 蛋白 的 多 重 序列 比 对 


Fig. 4 Multiple sequence alignment of DSX homologues from Drosophila melanogaster , Aedes aegypti and Anonpheles gambiae 





二 有 序列 区 The region common to DSXF and DSXM; B: DSXF 的 肉 性 特异 序列 区 The conserved female-specific parts; C; DSXM 


雄性 特异 区 The highly divergent male-specific parts. 上 划 线 为 ODI 与 OD2 X. B 和 C 中 粗 体 字母 为 氮 基 酸 一 致 性 区 域 。The OD1 and OD2 


domains are indicated. Black boxes in B and C represent the areas with identical amino acids. 


as 


雄性 表达 ,在 雌性 成 虫 阶 段 表 达 最 高 


(图 6: 


C) 。 


3 讨论 


本 研究 对 冈比亚 按 蚊 的 性 别 决定 基因 Angdsx 
进行 了 克隆 与 鉴定 ,尽管 之 前 Scali 等 (2005 ) 对 
Angdsx 有 所 报道 ,但 是 通过 我 们 研究 结果 证 实 , Scali 
等 报道 的 Angdsx 无 论 在 基因 序列 上 还 是 从 系统 发 


育 树 上 与 已 公布 的 冈比亚 按 蚊 差异 较 大 。 随 着 中 东 
与 印度 地 区 主要 症 疾 媒介 斯 氏 按 蚊 基 因 组 和 转录 组 
发 布 (Jiang et al., 2014) ,以 及 我 们 团队 对 斯 氏 按 蚊 
dsx 的 研究 (未 公开 数据 ) , Scali 等 (2005 ) 报道 的 
Angdsx 与 斯 氏 按 蚊 dsx 几乎 完全 匹配 ,由 于 斯 氏 按 
BSS PX] EG MFC TE AS AAA, ERITA E Hh HE 
测 Scali 团队 可 能 在 样品 采集 中 出 现 偏 差 。 我 们 鉴 
定 的 4ngdsx 与 已 知 的 黑 腹 果 蝇 和 埃及 伊 蚊 的 dsx 显 
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67; Anastrepha amita ABF50961 
Anastrepha bistrigata ABF50960 
Anastrepha serpentina ABF50957 
Anastrepha fraterculus ABF50955 
Bactrocera dorsalis AAV85891 
Bactrocera tryoni AAB99947 
Bactrocera correcta ACN73403 
Bactrocera oleae CAD67986 

Ceratitis capitata AAN63598 
Drosophila melanogaster ABK30895 















Lucilia cuprina ADG37649 
Megaselia scalaris AAR23812 
Msdsx AAK38831 
Anopheles stephensi KP257287 
Anonpheles gambiae DQ137802 
Anonpheles gambiae KM978937 


Aedes aġypti ABD96571 

Culex quinquefasciatus XM001845636 

Bombyx mori NM 001043406 

Danaus plexippus EY269445 


0.05 
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5 冈比亚 按 蚊 与 其 他 昆虫 doublesex 核 昔 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 5 Phylogenetic tree based on nucleotide of doiublesex from Anonpheles gambiae and other insects 
































系统 发 育 树 基于 冈比亚 按 蚁 与 其 他 6 个 双 翅 目 科 与 2 个 鳞 翅 目 昆 虫 0D1 与 0D2 KERFI , PIN NEE HLA. Phylogenetic tree are 


based on the combined dsx nucleotide sequences encoding OD1 and OD2 domains in six dipteran families and two lepidopteran species. The scale bar 








represents the genetic distance. 
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图 6 冈比亚 按 蚊 Angdsx mRNA 可 变 剪 切 分 析 与 不 同 发 育 时 期 的 相对 表达 量 
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Fig. 6 Sex-specific splicing of Angdsx mRNA and its expression profiles in Anonpheles gambiae at different developmental stages 
A: RT-PCR 分 析 Angdsx 表达 产物 在 雌雄 成 蚊 中 的 差异 RT-PCR products of Angdsx were amplified from female and male adults; B, C; Angdsx™ 5 
Angdsx" 在 不 同 发 育 时 间 的 相对 表达 量 Relative expression level of Angdsx™ and Angdsx" in A. gambiae at different developmental stages, respectively. 
El; 0-2 h HH 0-2 h embryo; E2; 2-4 h H2 -4 h embryo; E3; 4-6 h 9 4 -6 h embryo; E4: 6 -8 h JN 6 -8 h embryo; E5; 8 -12 h H8 -12 
h embryo; E6; 12 -24 h HH 12 -24 h embryo; E7 ; 24 -48 h 9 24 -48 h embryo; L1; 1 -2 #44448 1st -2nd instar larva; L2; 3 -4 #94) E 3rd -4th 
instar larva; P; 晴 Pupa; M: 雄 成 虫 Male adult; F; 肉 成 虫 Female adult; Marker; 1 kb DNA ladder. 图 中 数据 分 别 以 E6 和 El WEIN mRNA 表 





达 量 为 基准 ; 





区 | 





























中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 表达 量 存在 显著 性 差异 (P <0.05)(LSD 多 重 比较 检验 ) Data in B and C and 





are calibrated according to the mRNA level in E6 and El stage, respectively. Data in the figure are mean + SE; different letters above bars represent 


significant difference in relative expression level at the 0.05 level (LSD multiple comparison test) . 
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示 了 非常 高 的 同 源 性 ,尤其 是 在 其 编码 的 DSX EA 
的 功能 结构 域 0D1 与 0D2 ,还 包括 雌性 特异 性 的 蛋 
白 区 。 但 是 其 DSX 雄性 特异 区 氨基 酸 序列 却 有 着 很 
高 的 变异 程度 。 尽 管 我 们 认为 雄性 DSX 是 具有 功能 
性 的 ,但 是 这 种 功能 性 是 否 仅 仅 是 由 0D1 结构 域 来 
起 作用 ,需要 进一步 的 研究 。 在 Angdsx 中 ,其 具有 一 
个 雌性 特异 性 的 外 显 子 , 这 一 点 与 黑 腹 果 晶 相似 ,但 
是 在 埃及 伊 蚊 中 , 却 存在 两 种 雌性 特异 性 外 显 子 , 存 
在 两 种 肉 性 特异 性 的 可 变 剪 接 方 式 , 该 特点 我 们 在 男 
一 种 伊 蚁 白 纹 伊 蚊 中 也 有 所 发 现 。Angdsx 的 不 同 发 
育 阶段 表达 水 平 结果 显示 ,Angdsx” 在 早期 胚胎 就 出 
现 了 表达 ,之 后 表达 量 降低 ,然后 再 逐渐 升 高 ,这 种 表 
达 方 式 与 埃及 伊 蚊 非常 相似 ,而 Angdsx” ERA INP 
才 出 现 表达 ,间接 证 实 了 dsx 可 能 在 早期 属于 一 种 母 
体 基因 (matermal gene) ,而 调控 Angdsx” 可 变 剪 切 的 
基因 表达 后 , 才 可 能 出 现 Angdsx” 。 

在 蝇 类 中 ,dsx 的 上 游 调 控 基 因 是 transformer 
(Saccone et al., 2002) ,只 有 雌性 中 出 现 功能 性 的 
TRA 和 蛋白 ,功能 性 的 TRA 与 TRA-2 和 蛋白 形成 二 聚 
体 结合 于 dsx 基因 的 相应 结构 域 ,并 协同 一 些 RS 
rich 和 蛋白 调节 下 游 dx 基因 的 性 别 特异 性 可 变 剪 
接 ,在 雌性 中 形成 为 功能 性 的 dsx” ,在 雄性 中 形成 
dsx”, dsx 进一步 调控 其 靶 分 子 , 例 如 主要 位 于 脂肪 
体 并 行使 功能 于 卵 介 内 的 卵黄 原 蛋白 基因 
(vitellogenin, Vg) (Shukla and Palli, 2012) 和 位 于 
神经 系统 的 Fruitless 基因 ( Dauwalder, 2011), 4) 4 
Angdsx 的 结构 域 我 们 发 现 了 所 谓 的 TRAZTRA-2 结 
合 位 点 ,但 是 , tra 基因 在 蚊 中 一 直 没 有 寻找 到 
(Salvemini et al., 2013) ,所 以 推测 在 蚊 类 中 ,dsx 的 
调节 可 能 男 有 不 同 的 形式 。 除 已 经 报道 的 dsx 的 结 
构 域 外 ,通过 meme 我 们 还 寻找 到 一 种 新 的 结构 域 
候选 者 GT repeats ,该 结构 域 是 否 参与 了 性 别 特异 性 
剪接 ,有 待 进一步 证 实 。 

目前 转基因 蚊 的 显 性 致死 昆虫 施放 技术 
(release of insects carrying a dominant lethal, RIDL) 
主要 使 用 性 别 特异 性 的 启动 子 ,并 在 英 属 罗 德 岛 初 
步 实验 ,但 是 有 些 结果 证 实 , 该 种 启动 子 系统 ,并 不 
能 保证 完全 的 雌性 删除 , 这 为 该 技术 的 最 终 应 用 融 
来 了 阴影 。 而 性 别 特异 性 选择 性 拼接 基因 此 时 就 成 
为 另 一 种 可 选择 的 策略 ,由 于 该 类 型 基因 功能 保守 
强 ,容易 分 离 鉴定 所 以 其 为 用 于 改进 RIDL 的 最 佳 
候选 。 对 蚊 类 dss 基因 的 研究 ,有 助 于 我 们 了 解 这 
种 媒介 的 性 别 决定 机 制 , 并 为 其 最 终 应 用 于 RIDL 
技术 提供 了 理论 根据 。 
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